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(57) Abstract 

*i.J^** J'jvention relates to a method for producing polysacjcharidcs containing ar-l,4-glucan chains. Acooiding to die inventive 
nwthod, a glucosyl gioijp accepttM- undeiioes a chain prolongation reaction by reacting it convereion with saccharose in the presence 
of an amylosaa:harase The amount of tf» glucosyl group acceptor in the reaction mixture is chosen in such a way that the mole ratio 
of the available cnck of the glucosyl group acceptor to the saccharose is at least 1: 1.000 and/or the weight ratio of the glucosyl group 
acceptOT to the saccharose is at least 1:0. e "^jn B'vuy 



(57) Zusammenfessung 

Die Erfindung beschrcibt ein Verfahren rur Herstellung von a--l,4-CrIucankcttcn cnthaltenden Polysacchariden, worin ein 
Glucosylgnippenakzeptor dutch Umscteung mit Saccharose in Gegenwait elner Amylosaccharase einer Kettenveiifingeningsreaktion 
untcrworfen wird. wobei die Menge an Ghicosylgnippenakzeptor im Reaktionsgemisch so gewfihlt ist, daB das Molverhfiltnis von 
zur Kettenveriangerung zur VerfUgung stehendcn Endcn des Glucosylgnippenakzeptors zu Saccharose wenigstens 1:1000 und/oder das 
Gcwichtsverhaitnis von Glucosylgruppenalczeptor zu Saccharose wenigstens 1:50 betitlgt. 
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a-1 ,4-Glucanketten enthaltende Polysaccharide sowie Verfahren zu ihrer 
Herstellung 

Beschreibung 

Die vorilegende Erfindung betrifft a-1.4-Glucanketten enthaltende Polysaccharide 
sowie ein Verfahren zu Ihrer Herstellung. 

Polysaccharide sind Polymere. die sich aus zahlreichen glykosidisch verbundenen 
Monosacchariden zusammensetzen. Polysaccharide kommen sowohl in hoheren 
Lebewesen als auch in Mikroorganismen wie Bakterien vor und erfiiilen dort 
beispielsweise die Funktlon von Speicher- und Gerustsubstanzen. Kommerzielle 
Verwendung finden die Polysaccharide u.a. als Hilfs- und Zusatzstoffe in der 
Lebensmittelindustrie, in der Leichtindustrie, im Gesundheitswesen und in der 
Analytik. 

Glucane sind Polysaccharide, die ausschlie&lich aus Glucosemonomeren bestehen. 
In den a-1,4-Glucanen sind diese Glucqsereste durch a-1,4-glykosidische 
Bindungen miteinander verknupft. a-1,4-Glucane konnen aufgmnd ihrer 
physikalisch-chemischen Eigenschaften zur Herstellung von Folien venvendet 
werden, die farb-, geruch- und geschmacklos. nichttoxisch und biologisch abbaubar 
sind, Schon heute gibt es fur solche Folien zahlreiche Anwendungsmoglichkeiten 
Z.B. In der Lebensmittelindustrie, der Textilindustrie und der Glasfaserindustrie. 

Das am haufigsten voricommende naturiichea-1,4-Glucan ist Amylose, ein 
Bestandtell der Starice. Amylose wird berelts zur Herstellung von Fasem venvendet. 
deren Eigenschaften denen natQriicher Zellulosefasem ahneln und deren tellwelsen 
Oder vollstandlgen Ersatz bei der Paplertierstellung emrioglichen. In der Phamiazle 
wird Amylose als Fullmlttel fur Tabletten, fiir Pasten und als Zusatz zu 
HautschutzstofTen venvendet. In der Nahaingsmittelindustrie dient sie als Dickungs- 
und Bindemittel fur Puddings, Suppen, Saucen, Mayonnaisen, Cremefullungen und 
als Gelatineersatz. Amylose wird femer als Bindemittel bei der Herst Hung von 
schallisolierenden Wandvertafelungen venvend t. 
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Amylop ktin, der Hauptbestandteil der Starke, und Glykogen stnd weitere 
Polysaccharide, deren Hauptketten aus Glucoseresten mit a-1,4-glykosidischer 
Verknupfung bestehen. Diese Polysaccharide tragen Seitenketten, die mit der 
Hauptkette ubera-1,6-glykosidlsche Bindungen vericnupft sind. Auch diese 
5 Polysaccharide finden in der Industrie ebenfalls in groBem Umfang Venvendung. 

Die Isolieoing von a-1,4-Glucanen wie Starice und Glykogen aus pflanzllchen und 
tierischen Lebewesen ist aulwendig und kostspielig und fuhrt nicht immer zu 
Produkten mit reproduzierbaren Elgenschaften. Aus diesem Grunde haben 
10 Bakterien, die seiche Glucane pnoduzieren konnen, zunehmend Aufmerksamkeit 
gefunden. 

In den meisten Bakterien erfblgt die Synthese von Polysacchariden in ahnlicher 
Weise wie in hoheren Lebewesen uber Nukleotid-aktivierte Zucker. So sind 

15 beisplelsweise an der Biosynthese von Glykogen In den meisten Bakterien drei 

Enzyme beteiligt, namlich ADP-Glucose-Phosphorylase, die die Bildung von ADP- 
Glucose aus Glucose-1-phosohat und ATP katalysiert, Glykogen-Synthase, die die 
Glucose von ADP-Glucose auf die wachsende Glucankette iibertragt, und ein 
Verzweigungsenzym, das a-1 ,6-Verknupfungen in die lineare a-1 ,4-Glucankette 

20 einfuhrt. In einlgen Bakterien kann die Polysaccharidsynthese jedoch auch ohne die 
Beteiligung aktivlerter Zucker eriblgen. 

Eines der bakteriellen Systeme, das Polysaccharide ohne Beteiligung von 
Nukleotidzuckem zu synthetisieren vemnag, wurde in Bakterien der Gattung 

25 Neisseria geflinden. In diesen Bakterien werden Polysaccharide mit einer ahnlichen 
Struktur wie Glykogen durch das Enzym Amylosaccharase direkt aus Saccharose, 
dem natiirilchen Substrat des Enzyms, synthetisiert [Okada, G.. und E J. Hehne, J. 
Biol. Chem. 249:126-135 (1974); MacKenzie, C.R. etal. Can. J. Microbiol. 23:1303- 
1307 (1977); MacKenzie, C.R. et al, Can. J. Microbiol. 24:357-362 (1978)]. 

30 Amylosaccharase (Saccharose: 1,4-a-Glucan 4-a-Glucosyltransferase, E.C. 

2.4.1.4.) katalysiert die Bildung von a-1 ,4-glykosidisch verknupften Glucanen, indem 
es unter Freisetzung von D-Frvictose den Glucosylrest des Saccharosenralekuls 
gemaR dem folgenden Reaktlonsschema 
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Saccharose + (a-1.4-D-Glucosyl)n — > D-Fmctose + (a-1 ,4-D-Glucosyl)n+i 

auf die wachsende Polymerkette iibertragt. Nukleotid-aktivierte Zucker oder 
Cofaktoren warden bei dieser Reaktion nicht benotigt. Das Enzym wind jedoch durch 
die Anwesenheit von Glucosylgruppenakzeptoren (oder Primem), auf die der 
Glucosyirest der Saccharose gemall dem obigen Reaktionsschema unter a-1,4- 
Glucan-Kettenverlangerung ubertragen wind, beispielsweise von Ollgo- und 
Polysacchariden wie Amyiose- oder Giykogen, stimuliert [Okada, G., und E.J. Hehre, 
J. Biol. Chem. 249:126-135 (1974); Remaud-Simeon. M. etal.. In SB. Petersen, B. 
Svenson und S. Pedersen (Hrsg.), Carbohydrate bioenglneering, S. 313-320 (1995);. 
Elsevier Science B.V., Amsterdam. Niederlande]. 

Amylosaccharasen wunJen bislang ledlglich In Bakterien der Gattung Neisseria 
gefunden. Das Enzym. das In den Bakterien konstitutiv exprlmiert wird, 1st aufterst 
stabli und bindet sehr fest an sein Polymerisationsprodukt. In den melsten 
untersuchten Spezles ist das Enzym Intnazellulgr lokaiisiert. in Nefsseria 
polysaccharea wird die Amylosucrase jedoch sekretlert. Das Gen fUr 
Amylosaccharase aus Neisseria polysacctiarea konnte inzwischen Isoiiert und mit 
gentechnischen Methoden exprlmiert werden. Es wurde gefunden. da& das Enzym 
mIt hoher Wahrscheinlichkelt ausschileBlich die Bildung von llnearen a-1,4- 
Glucanketten katalysiert (WO 95/31553). 

Die Venvendung von Amylosaccharase aus N. polysacciiama zur Herstellung von 
llnearen a-1,4-Giucanen wurde bereits In der WO 95/31553 vorgeschiagen. EIn 
Problem bel der VenArendung von Amylosaccharasen zur Herstellung von 
Polysacchariden besteht jedoch darin. daf^ die unter der Einwirkung von 
Amylosaccharase ubiichenA^eise gebildeten Polysaccharide sehr unterschledllche 
Molekulargewichte. also eine hohe Polydispersitat oder brsite 
Molekulargewlchtsverteilung, auiweisen. Wegen ihrer homogeneren physikallsch- 
chemischen Etgenschaften sind fur eine industrielle Anwendung jedoch 
Potysaccharidpraparationen mit inem mogllchst einheltlichen Molekulargewicht, 
also niedriger Polydispersitat, enwiinscht. 
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Aufgabe dervorliegenden Erfindung wares daher, a-1,4-Glucanketten enthaltende 
Polysaccharide mit niedriger Polydispersitat bereitzustell n. 

Diese Aufigabe wurde mit den in den Anspriichen wiedergegebenen Verfahren und 
Polysacchariden gelost 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist demnach ein Verfahren, worin ein 
Glucosylgmppenakzeptor durch Umsetzung mit Saccharose in Gegenwart einer 
Amylosaccharase einer Kettenverlangemngsrealction unterworfen wird, wobei die 
Menge an Glucosylgruppenakzeptor im Reaktionsgemisch so gewahit ist, dad das 
Molveriialtnis von zur Kettenverlangerung zur Verfugung stehenden Enden des 
Glucosylgruppenakzeptors zu Saccharose wenigstens 1 :1000 und/oderdas 
Gewichtsverhaltnis von Glucosylgruppenakzeptor zu Saccharose wenigstens 1 : 50 
betragt. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung Ist ein Verfahren, worin ein 
Glucosylgruppenakzeptor durch Umsetzung mit Saccharose in Gegenwart einer 
Amylosaccharase und unter Zusatz von Fructose einer Kettenveridngerungsreaktion 
unterworfien wIrd. 

a-1.4-Glucanketten enthaltende Polysaccharide, die nach diesen Verfahren 
erhaltlich sind, sind ebenfalls Gegenstand dieser Erfindung. 

Bel den erfindungsgemaH verwendeten Glucosylgruppenakzeptoren handeit es sich 
urn Verbindungen, an denen unter Amylosaccharase-katalyslertem Transfer von aus 
Saccharose stammenden a-D-Glucosylresten eine Synthese von a-1,4- 
Glucanketten, also eine a-1,4-Glucankettenveriangerung erfolgen kann. Geeignete 
Glucosylgruppenakzeptoren sind insbesondere kurz- und langericettige Oligo- und 
Polysaccharide mit endstandigen, uber a-1,4-glycosidische Bindungen vericniipften 
Glucoseresten. Bevorzugt ist der erfindungsgemaR venvend te 
Glucosylgmppenakzeptor ein lineares, besonders bevorzugt ein verzweigtes Oligo- 
oder Polysaccharid. Beispiele fur erfindungsgemaKe Glucosylgruppenakzeptoren 
sind Maltooligosaccharide wie Maitopentaose, Maltohexaose oder Maltohepatose. 
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Bevor^ugte Glucosylgruppenakzeptoren sind Dextrine, Amylopektine, Amylosen und 
Amylose-ahnliche Polysaccharide, belspielsweise aus IVIais und Kartoffein, sowie 
Glykogene und Glykogen-ahnliclie Polysaccliaride. beispieisweise aus 
Muskelgewebe, Muschein odor Bakterien. 

Besonders bevorzugte Glucosylgruppenakzeptoren sind verzweigte Polysaccharide 
wie Glycogen. Solche verzweigten Glucosylgruppenakzeptoren besltzen mehr als 
ein Ende, an dem eine Kettenverlangerung stattfinden kann. So tragt die 
Glycogenkette ungefahr7-12% Verzweigungen, auf die Glucosylreste ubertragen 
werden konnen. 

Oberraschend wunde nun gefunden, da& sich bei der Amyiosaccharase-katalysierten 
Synthese von a-1 ,4-Glucanen Polysaccharide mit niedriger Polydispersitat eitialten 
lassen, wenn das Molverhaltnis von zur Kettenverlangerung zur VerTugung 
stehenden Enden des Glucosylgruppenakzeptors zu Saccharose und/oder das 
Gewichtsverhaltnis von Glucosylgruppenakzeptor zu Saccharose im 
Reaktionsgemlsch einen bestimmten Mindestwert annimmt. VemDutlich ist die 
Kettenveriangerungsreaktion bei diesem Mindestwert gegenuber Nebenrsaktionen, 
die Poiysaccharidpraparatlonen hoher Polydlspersltit zur Folge haben, bevorzugt. 
Dabei nimmt die Polydispersitat bei gleichbleibender Saccharosekonzentration mit 
steigender Konzentratlon des Akzeptors tendenziell ab. 

Zweckmadig betrSgt das Molverhaltnis von zur Kettenverlangerung zur Verfugung 
stehenden Enden des Glucosylgruppenakzeptors zu Saccharose im 
Reaktionsansatz wenigstens 1 : 1000. Bevorzugt betragt das Molverhaltnis 
wenigstens 5 : 1000 und besonders bevorzugt wenigstens 1 : 100. Die obere Grenze 
fur das Molverhaltnis von zur Kettenverlangerung zur Verfugung stehenden Enden 
des Glucosylgruppenakzeptors zu Saccharose ist nicht sehr kritisch und betragt 
zweckmaHig ungefahr 1 : 50 bis 1 : 25. 

Das Gewichtsvertiattnis von Glucosylgruppenakzeptor zu Saccharose betragt 
zweckmaBig wenigstens 1 : 50, beispieisweise wenigstens 2 : 50 Oder wenigstens 
5 : 50. Das optimale Gewlchtsverti§ltnis hangt von der Artdes Akzeptors ab. Bei 
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verzweigten Polysaccharidakzeptoren ist die in der Reaktionsmischung benotigte 
Menge an Akzeptor bei einer gegebenen Saccharosekonzentration in der Regel 
niedriger als bei unverzwelgten Oder ledigllch geringverzwigten 
Polysaccharidakzeptoren. So hat sich bei der VenA^endung von Glykogen mit einem 
5 gewichtsmittleren Molekulangewicht Mw von ca. 160.000 g/mol ein Veriialtnis von 
Akzeptor zu Saccharose von wenlgstens 2,5 : 50 als vorteilhaft erwiesen, wahrend 
bei Dextrinen mit einem Mw von ungefahr 5000 bis 6000 g/mol ein 
Gewichtsverhaltnis von Akzeptor zu Saccharose von wenigstens 5 : 50 bis 10 : 50 
bevorzugtwind. 

10 

Bei einer gegebenen Saccharosekonzentration und einem gegebenen 
Glucosylgruppenakzeptor ist das Molekulangewicht des nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren ertialtenen Polysaccharids umso niedriger, je hoher 
die Konzentration an Glucosylgruppenakzeptor gewahit \mrti. Auf diese Weise laUt 
15 sich durch geeignete Wahl des Gewichtsvertiattnisses von Glucosylgruppenakzeptor 
zu Saccharose auch das Molekulargewicht des Endprodukts steuenn. 

Die absolute Konzentration der als Substrat der Amylosaccharasen im 
Reaktionsansatz eingesetzten Saccharose ist nicht kritisch. Die eingesetzte Menge 
20 liberschreitet zweckmaBig aber nicht 50% (w/v), da obertialb dieser Konzentration 
die Viskositat der Losung zu hoch ist und die Reaktionsgeschwindigkelt stari^ 
abnimmt. Vorzugsweise liegt die Saccharosekonzentration im Reaktionsansatz 
zwischen 1 und 30% (w/v). 

25 Die fur die Kettenveriangerungsreaktion optimalen Bedingungen wie z.B. 

MolverhSltnis von zur Kettenveriangerung zur Verfugung stehenden Enden des 
Glucosylgruppenakzeptors zu Saccharose, Gewichtsverhaltnis von 
Glucosyignjppenakzeptorzu Saccharose und Saccharosekonzentration im 
Reaktionsgemisch lassen sich durch einfache Versuche ohne weiteres ermitteln. 

30 

Es wurde femer gefiinden, dad sich bei der Amylosaccharase-katalysierten 
Synthese von a-1,4-Glucan n Polysaccharide mit niedriger Polydispersitat eriialten 
lassen, wenn dem Reaktionsansatz Fructose zugesetzt wird. Vennutlich inhibiert ein 
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Fmctosezusatz storende Nebenreaktionen, die Polysaccharidpraparationen hoher 
Polydisp rsitat zur Folge haben. Der durch die Anwesenheit von Fructose 
hervorgebrachte EfTekt wird unabhangig davon beobachtet. ob die Mol- und 
Gewichtsverhaltnisse von Glucosylgaippenalczeptor zu Saccharose die oben 
5 angegebenen Mindestwerte aufweisen oder nicht. Die Zugabe von Faictose luhrt zu 
einer noch engeren Molekulargewichtsverteilung, also noch niedrigeren 
Poiydispersitat, des erhaltenen Endprodukts, dafur 1st die Ausbeute jedoch etwas 
geringer. 

10 ZweckmaRig wird Faictose dem Reaktiongemisch in einer Konzentration von 

wenigstens 10ml\4 zugesetzt. Bevorzugt wird die Fructose in einer Konzentration von 
wenigstens 50mM, vorzugsweise von 100 bis SOOmM, zugesetzt, 

Mit dem erfindungsgemaden Verfahren laBt sich ohne weiteres eine Zunatime des 
15 Molekulargewichts des eingesetzlen Glucosylgruppenakzeptors auf das Zwei- bis 
Dreifache en^iciien. Das Molekulargewlclit des in dem erfirKlungsgema&en 
Verfahren eingesetzten Akzeptors hangt daher auch vom gewiinschten 
Molekulargewichtdes Endprodukts ab. Da die Reaktionsgeschwindigkelt der 
Kettenverlangerungsreaktlon mit steigendem Polymerisatlonsgrad des Akzeptors 
20 zunimmt, werden jedoch zweckmaSlg Akzeptoren mit einem gewichtsmittleren 

Molekulargewicht Mw von wenigstens 0,5 x 10^ g/mol, vorzugsweise von wenigstens 
4 X 103 g/mol und besonders bevorzugt von wenigstens 1 x 10^ bis 1 x 10^ g/mol 
eingesetzt. Da die Poiydispersitat der ertialtenen Reaktionsprodukte auch durch die 
EInheltilchkelt des eingesetzten Akzeptonnaterlals beeintrachtigt wird, empfiehtt es 
25 sich aul^erdem, AkzeptomnolekQIe mit mSglichst niedriger Poiydispersitat 
einzusetzen. 

Als Amylosaccharasen konnen alle Enzyme eingesetzt werden. die gemaB dem 
Reaktionsschema 

30 



Saccharose + (a-1,4-D-Glucosyl)n — > l>Fructose + (a-1,4-D-Glucosyl)n+i 
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in der Lage sind, den Giucosylrest eines Saccharosemoiekuls unter Freisetzung von 
D-Fructose und Bildung einer a-1 ,4-Glucankette auf das Akzeptoimolekul zu 
ubertragen. Bevorzugt werden Amylosaccharasen aus Prokaryonten, insbesondere 
aus Bakterien der Gattung Neisseria, eingesetzt. Geeignet sind beisplelsweise die in 
5 den Bakteiienspezles N. sicca, N. cams. N. cinema, N. perflava, N. subflava, N, 
denitrificans und N. polysaccharea vorkommenden Amylosaccharasen. Bevorzugt 
wird Amylosaccliarase aus N. polysaccharea, beisplelsweise aus /V. polysaccharea 
ATCC 43768, eingesetzt. 

10 Die verwendeten Amylosaccharasen konnen entweder unmrttelbar aus den 

Organismen Isoiiert werden, In denen sie naturlichenA^else synthetisiert werden 
(MacKenzie, C.R. et al.. Can. J. Microbiol., 24: 357-362; 1978), oder sie konnen, wie 
in der WO 95/31553 beschrieben, mit gentechnischen Methoden (rekombinante 
Amylosaccharasen) hergestellt werden. Die Enzyme konnen auch zellfrei unter 

15 Venvendung von in vitro-Transkriptions- und Translationssystemen hergestellt 
werden. 

Die Amylosaccharasen konnen sowohl als Rohenzyme oder In partiell auljgereinigter 
Fomn als auch in hoch gerelnigter Fomn eingesetzt werden. Bevorzugt werden hoch 
20 gereinigte Amylosaccharasen eingesetzt, wobel unter dem Begriff "hoch gereinigte 
Amylosaccharase" insbesondere eine Amylosaccharase mit einem Reinheitsgrad 
von wenigstens 80%, bevorzugt von wenigstens 90% und besonders bevorzugt von 
wenigstens 95% verstanden wind. 

25 Der Einsatz hoch gerelnigter Amylosaccharasen in dem erfindungsgema&en 
Verfahren hat den Vorteil, dafi die Enzyme keine Reste des Stammes, 
beispielsweise des Mikroorganismus, enthalten, aus denen sie isoiiert wurden. 
Beisplelsweise enthalten hoch gereinigte Praparate keine anderen unenvunschten 
Enzyme, beisplelsweise Polysaccharide abbauende Enzymen wie Amylasen, Der 

30 Einsatz hoch gerelnigter Amylosaccharasen ist auch fur die Anwendung in der 

Lebensmlttel- und Phamiaindustrie vorteilhaft, da ein deftniertes und von unnotigen 
Bestandteilen befreites Reaktionsmedium auch ein genauerdefiniertes Produkt 
liefert. Dies fuhrt zu weniger aufwendigen Zulassungsverfahren fur diese 
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biotechnologisch erzeugten Produkte in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie, 
insbesondere wenn diese Produkte kelne Spuren transgener Mikroonganism n 
aufweisen sollen. 

Bevorzugt werden rekombinante Amylosaccharasen eingesetzt. wie sie 
beispielsweise in der WO 95/31553 beschrieben werden. Solche rekombinanten 
Amylosaccharasen konnen gegenuberden natiirlich vorkommenden 
Amylosaccharasen gegebenenfalls auch durch Mutationen. beispielsweise 
Insertionen, Deletionen und Substltutionen, genetisch modiflziert sein, um bestlmmte 
Eigenschaften des exprimierten Proteins zu verandem. So kann die 
Amylosaccharase beispielsweise als Fusionsprotein zusammen mit einer 
Polypeptidsequenz exprimiert werden, deren spezifische Bindungseigenschaften 
eine leichtere Isolieaing des Fusionsproteins, beispielsweise uber 
Affinitatschnomatographle. ermoglichen (s. z.B. Hopp et al., Bio/Technology 6 (1988), 
1204-1210; Sassenfeld. Trends Biotechnol. 8 (1980), 88-93). Besonders bevorzugt 
werden Amylosaccharasen eingesetzt, die von den Wirtszellen in das Nahrmedium 
sekretiert werden, so dali kein AufschluB von Zellen und keine weitere Aufreinlgung 
des Enzyms erforderlich ist, weil das sekretierte Enzym aus dem Uberstand 
gewonnen werden kann. Die Sekretion der Amylosaccharase kann wie bei N. 
polysaccharea naturlich erfolgen oderdie Sekretion kann dadurch erreicht werden, 
daB das Enzym zusammen mit einem Signalpeptid exprimiert wird, mit dessen Hilfe 
das Enzym die Zellmembran des Wirtsorganismus durchdringen kann. 

Die Amylosaccharase kann in freier Fonn oder immobilisiert an einem 
Tragenmaterial eingesetzt werden. Eine Immobilisierung der Amylosaccharase bietet 
den Vortell, daR das Enzym auf einfache Weise aus dem Reaktionsgemisch 
wiedergewonnen und mehrfach venwendet werden kann. Da die Aufreinigung von 
Enzymen in der Regel kosten- und zeitaufwendig ist, eriaubt eine Immobilisierung 
und Wieden^erwertung des Enzyms eine erhebliche Kosteneinsparung. Ein weiterer 
Vorteil ist der Retnheitsgrad der Reaktionsprodukte, die keine Reste an Protein 
enthalten. Als Tragemrtaterialien eignen sich b ispielsweise Agarose, Algenat, 
Cellulose, Polyacrylamid, Silica oder Nylon, wobei die Kopplung an das 
Tragermaterial iiber kovalente oder nicht-kovalente Bindung erfolgen kann. 
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Die Menge an eingesetzter Amylosaccharase liegt ublicherweise zwischen 0,1 und 
100 U/ml, vorzugsweise zwischen 1 und 50 U/ml und besonders bevorzugt zwischen 
2 und 25U/ml. 

Die Herstellung dererfindungsgema&en Polysaccharide erfolgt zweckma&ig in vitro 
in pufferfreien oder gepufferten wassrigen Systemen mit einem pH zwischen 4 und 
9, vorzugsweise zwischen 5,5 und 7,5. Geeignete Puffersysteme sind beispieisweise 
Citrat-, Maleat- und AcetatpufFer. 

Die Reaktionstemperatur liegt zwecl^mal^ig zwischen 10 und eO'^C, vorzugsweise 
zwischen 25 und 45'*C. 

Die Realction wind zweckmadig bis zum vollstandigen Umsatz der Saccharose 
durchgefuhrt. Ublicherweise liegt die ReakttonsdauerhierFur zwischen 1 und 150 
Stunden, beispieisweise zwischen 10 und 100 Stunden. 

Die erfindungsgemal^ gebildeten Polysaccharide sind haufig in Wasser schwer 
Idslich und lessen sich daher ohne Schwierigkeiten, beispieisweise durch 
Zentrifugation, aus dem Reaktionsgemisch abtrennen. In Wasser losliche oder 
teilweise losliche Polysaccharide konnen beispieisweise durch Fallung mit Ethanol 
Oder durch Ausfrieren gewonnen wenden. 

Die erfindungsgema&en Verfahren eriauben eine einfoche und kostengunstige 
Herstellung von a-1 ,4-Giucanketten enthaltenden Polysacchariden niedriger 
Polydispersitat Die Verfahren zeichen sich durch eine gute Steuerbarkeit des 
Moiekulargewichts der Endprodukte und durch eine hervorragende 
Reproduzierbarkeit aus. Dies ermdglicht die Herstellung von Produkten 
gleichbleibender Einheltlichkeit und Reinheit und damit von hoher Qualitat, die fur 
eine weiter industrielle Nutzung von gro&er Bedeutung ist. Die erfialtenen Produkte 
lessen sich kostengunstig aufarfoeiten, da die Verfahrensparameter, die fur die 
Aufart>eitung erforderiich sind, nicht fur jeden Aufarbeitungsansatz neu optimiert 
werden mussen. 
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Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die Molmassenverteilung von a-1 ,4-Glucanketten enthaltenden 
Polysacchariden bei der Umsetzung von Glykogen als Glucosylgmppenakzeptor mit 
Saccharose in Gegenwart von Amylosaccharase in Abhangigkeit von der Glykogen- 
und der Saccharosekonzentration 

Fig. 2a zeigt die Molmassenverteilung von a-1 ,4-Glucanketten enthaltenden 
Polysacchariden bei der Umsetzung von Glykogen mit Saccharose in Gegenwart 
von Amylosaccharase in Abhangigkeit von der Glykogen- und der 
Saccharosekonzentration in An- und Abwesenheit von Fmktose. 

Fig. 2b zeigt die Molmassenverteilung von a-1.4-Glucanketten enthaltenden 
Polysacchariden bei der Umsetzung von Dextrin mit Saccharose in Gegenwart von 
Amylosaccharase in Abhangigkeit von Dextrin- und Saccharosekonzentration in An- 
und Abwesenheit von Fruktose. 



Die voriiegende Erfindung wird durch die nachfblgenden Beispiele naher eriautert. 
Beispiel 1: 

Reinlgung von Amylosaccharase 

Zur Herstellung von Amylosaccharase wurden E.coli-Zellen venvendet, die mit dem 
Vektor pNB2 enthaltend eine Amylosaccharase aus Neisseria polysaccharea 
transfonniert waren (WO 95/31553). 

Eine Uber-Nacht-Kultur dieser E.coli-Zellen, die die Amylosaccharase aus Neisseria 
polysaccharea sekretieren, wunde abzentrifugiert und in ca. 1/20 Volumen 50 mM 
Natriumcitratpuffer (pH 6,5), 10 mM DTT (Dithiothreitol), 1 mM PMSF 
(Phenylmethylsulfonylfluorid) resuspendiert. Anschlieliend wurden die Zellen mit 
einer French-Press bei 16.000 p.s.l. zwelmal aulgeschlossen. Danach wurden dem 
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Zellextrakt 1 mM MgCl2 sowie Benzonase (Merck; 100,000 Units; 250 Units in 

einer Endkonzentration von 12,5 Units ml"1 zugegeben. AnschlieRend wurd der 

Ansatz bei 37°C unter lelchtem Riihren mindestens 30 min inkubiert. Der Extrakt 
wurde mindestens 1,5 Stunden auf Eis stehen gelassen. Anschliedend wurde 30 min 
5 be! ca. 40.000 g zentrifugiert, bis der Uberstand relativ kiar war. Es wunde eine 

Vorfiltration mit einer PVDF Membrane (Millipore "Durapore", o.a.) durchgefuhrt, die 

einen Porendurchmesser von 0,45 iim besal^. Der Extrakt wurde uber Nacht bei 4''C 
stehen gelassen. Zur Durchfuhrung der HI-(hydrophobic interactlon)- 
Chromatographle wurde der Extrakt mit festem NaCI versetzt, und auf eine 

10 Konzentration von 2 M NaCI eingestellt. Anschlief^end wurde wiederum fur 30 min 
bei 4''C und ca. 40 000 g zentrifugiert. Danach wurde der Extrakt von letzten Resten 
an E.coli befreit, indem er mit einer PVDF Membrane (Millipore "Durapore" o.a.) 
filtriert wurde, die einen Porendurchmesser von 0.22 ^m aufwies. Derfiitrierte 
Extrakt wurde uber eine Butylsepharose-4B-Saule (Pharmacia) aufgetrennt 

15 (Volumen der Saule: 93 ml, Lange: 17,5 cm). Ca. 50 ml Extrakt mit einer 

Amylosaccharase-Aktfvitat von 1 bis 5 Units*'' wurden auf die Saule gegeben. 
Anschlieliend wurden mit 150 ml Puffer B nicht-bindende Proteine von der Saule 
(Puffer B; 50 mM Natriumcitrat pH 6,5. 2M NaCI) gewaschen. Die Amylosaccharase 
wurde schlie&llch mit Hilfe eines failenden, linearen NaCI-Gradienten eluiert (von 2 
20 M bis zu 0 M NaCI In 50 mM Natriumcitrat in einem Voiumen von 433 ml bei einer 

ZufluBrate von 1,5 ml min"1), welcher mit Hilfe eines automatischen Pumpsystems 
(FPLC, Pharmacia) generiert wurde. Die Elution der Amylosaccharase erfolgt 
zwischen 0,7 M und 0,1 M NaCI. Die Fraktionen wurden gesammelt, uber eine 
PDIO-Sephadex-Saule (Phamiacia) entsalzen, mit 8,7 % Glycerol stabilisiert, auf 
25 Amylosaccharase-Aktivrtat uberpruft und schliedlich in Lagerpuffer (8,7 % Glycerol, 
50 mM Citrat) eingefroren. 

Beispiel 2: 

30 Bestimmung der Amylosaccharase-Aktivitat 
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Aufigereinigtes Protein oder Proteinrohextrakt wurde in unterscliiedlichen 
Verdunnungen in 1 ml Ansatzen, enthaltend 5 % Saccharose, 0,1 % Glycogen und 
100 mM Citrat, pH 6,5. gegeben und bel 37 °C Inkubiert. Nach 5 min, 10 min, 15 
min, 20 min, 25 min und 30 min wurden diesem Ansatz je 100 ^1 entnommen und 

durch sofortiges Erhitzen fur 10 min auf 95 "C wurde die enzymatische Aktivitat der 
Amylosaccharase gestoppt. Mit Hilfe eines gekoppelten Enzymtest wurde die durcli 
die Amylosaccharase aus Saccharose freigesetzte Menge Fructose photometrischen 
bestimmt (M. Stitt et al., Methods in Enzymology 174:518-552; 1989). Dazu wetxlen 
1 nl bis 10 nl der inaktivierten Probe in 1 ml 50 mM ImidazoipuffiBr pH 6,9, 2mM 
MgCl2, 1 mM ATP, 0,4 mM NAD und 0,5 U/ml Hexokinase gegeben. Nach 
sequentieller Zugabe von Glucose-6-phosphat Dehydrogenase (aus Leuconostoc 
mesenteroides) und Phosphogliicose-lsomerase wird die AbsorptionsSnderung bei 
340 nm gemessen. Anschlieliend wird mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes 
die Menge an freigesetzter Fructose berechnet Setzt man den erhaltenen Wert mit 
dem Zeitpunkt der Probennahme in Bezlehung, so laBt sich die Zahl der 
Enzymeinhelten U bestimmen. 

1U wurde als die Menge Amylosaccharase definlert, die unter den obengenannten 
Bedingungen 1 fimol Fructose/min freisetzt. 
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Beispiel 3: 

Herstellung von Polysacchariden 

3.1 Zur Herstellung von Polysaccharidpraparationen wurde Amylosaccharase in 
10 ml 0,1 M Natriumacetat-Puffer. pH 6,5, 0,02% Natriumazld bei 37°C mit 
verschiedenen Konzentrationen an Glycogen (Merck; 160.000, Polydispersitat 

ca. 1,4) als Glucosylgmppenakzeptor und Saccharose als Substrat bis zum 
vollstandigen Umsatzder Saccharose, d.h. mindestens 48 hr, Inkubiert. Die 
Amylosaccharase wurde in einer Konzentrationen von 5 bis 20 U/ml eingesetzt. Eine 
parallele Kontroilprobe ohne Giykogen wurde unter ansonsten identlschen 
Bedingungen behandelt. 

Das ausgefallene Polysaccharid wurde abzentrifugiert (15 min, 1200g) und zweimal 
durch Resuspension in Wasser und erneutes Zentiifugieren gewaschen. Die Pellets 
wurden bei -20*'C eingefroren und bel 0,34 mbar und einer Umgebungstemperatur 
von 25*C gefriergetrocknet (Alpha 1 .4 Gefiriertrockner, Christ). Die Probentemperatur 
wahrend des Trocknens l)etrug -25'*C. 

Die erhaltenen Produkte wurden mittels Gelpermeatlonchromatographle (GPC) 
analysiert. 

Die Arfoeiten wurden nach DIN 55672-1 durchgefuhrt. Samtllche Messungen wurden 
in Dimethylsulfoxid (DMSO) mrt 0,09M NaNOa als Eluent durohgefuhrt. Zur GPC 
wurde eine Saulenkomblnatlon aus PS-Gel-Saulen (10^ 10® und 10^ A; Fa. PSS, 
Mainz, Typ "SDV 10fi"). Zur Detektion der Massenanteile wurde ein 
Differentialrefraktometer der Fa. Shodex, Typ "Rl 71" venvendet. Es wurde eine 
Pumpe der Fa. BischofF. Typ "HPLC Compact Pump" venwendet. Die 
FluKgeschwindigkeit betmg Iml/min. Es wurden linear Pullulane der Fa PSS, Mainz, 
zur Kalibrierung venn^endet. (Da die Proben v rzweigte Strukturen aufweisen, stellen 
die gemessen n Proben somit keine absoluten sondem relative Grol^en dar, die 
aber innertialb eines konstanten Verzwelgungsgrades der Prob n vergleichbar sind.) 
Die verwendete GPC-Software der Fa PSS 'Win-GPC scientific 4.02 war mit DIN 
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55672-1 konfbrm und voll validiert. Die Richtigkeit der Datenverarbeitungsschritte 
konnte also systemunabhang nachvollzogen warden. Mollmassen mit Werten unter 
lOOOg/mol wurden bei der Auswertung nicht beriicksichtigt. 

Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt und In Fig. 1 graphisch 
dargestellt (wi und W| bezeichnen die normierten bzw. relativen IVIassenanteile der i- 
ten Polymerfraktion), Die senkrechte gepunktete Linle zeigt das 
Anfangsmolekuargevwcht des als Glucosylgruppenakzeptor eingesetzten Glykogens. 

Die Ergebnisse zelgen. daR die Polydispersitat der erhaltenen Polysaccharide bei 
gleichbleibender Saccharosekonzentration und steigenden Glykogenkonzentrationen 
drastisch sinkt. 

Tabelle 

Saccharose (%) 
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Mw 


Mn 


In 


10 
Mw 
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In 
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Mw 
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2129 


32 


7248 
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3.7 


4210 


1215 


3.5 


2082 


924 


2.3 


1 


224400 


17460 


13 


101700 


7894 


13 
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2811 


4 








2.5 
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4,4 


248500 


24785 
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303500 


235600 
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247900 


12380 


20 


200700 


5069 


40 


20 


244100 


195600 


1.3 


317000 


243600 


1.3 


319400 


40560 


7.9 


277800 


20090 
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Mw Gewichtsmrttel des Molekulapgewichts 
Mn Zahlenmtttefl des Molekulargewichts 
In Polydispersitat (Mw/Mn) 
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3.2 In einem weiteren Versuch wurde Amylosaccharase (5 U/ml) in 10 ml 0,1 M 
Natriumacetat-Puffer. pH 6,5, 0,02% Natiiumazid, 5% Saccharose (w/v), bei ST^'C 
mit Glykogen in verschiedenen Konzentrationen und in Anwesenheit von Fmktose 
(Anfangskonzentration 400mM) odr ohne Fmktose bis zum vollstandigen Umsatz der 
Saccharose (mindestens 48 hr) inkubiert. Eine parallele Kontnollprobe ohne Enzym 
wurde unter ansonsten Identischen Bedingungen behandelt. Die erhaltenen 
Poiysaccharidprodukte wunden wie unter 3.1 beschrieben abzentrifugiert, 
gewaschen, gefriergetrocknet und mittels GPC analyslert. Dia Ergebnisse sind 
graphisch in Fig. 2a dargestellt, wobei Wi die oben genannte Bedeutung hat. Die 
senkrechte gepunktete Linie zeigt das Anfangsmolekuargewicht des als 
Glucosylgruppenakzeptor eingesetzten Glykogens. 

Die Ergebnisse zeigen, dad die Polydispersitat der erhaltenen Polysaccharide bei 
gleichbleibender Saccharosekonzentration und steigenden Glykogenkonzentrationen 
sinkt. In Anwesenheit von Fruktose wird eine weitere Abnahme der Polydispersitat 
beobachtet. 

3.3 Der unter 3.2 beschriebene Versuch wurde unter Identischen Bedingungen 
wiederholt, jedoch wurde anstelle von Glykogen Dextrin (Sigma Nr. D-4894, Typ IV 
aus Kartoffeln, 6.650) eingesetzt. Nach Inkubation be! 37''C bis zum 

vollstandigen Umsatz der Saccharose (mindestens 48 hr) in An- und Abwesenheit 
von Fruktose wurden die erhaltenen Polysaccharide wie oben beschrieben 
abzentrifugiert, gewaschen und gefriergetrocknet. Eine parallele Kontnollprobe ohne 
Enzym wurde unter ansonsten identischen Bedingungen behandelt und wie oben 
beschrieben aufgearfoeitet und analyslert. Die Ergebnisse sind graphisch in Fig. 2 
dargestellt, wobei W| die oben genannte Bedeutung hat. Die senkrechte gepunktete 
Linie zeigt das Anfangsmolekuargewicht des als Glucosylgruppenakzeptor 
eingesetzten Dextrins. 

Die Ergebnisse zeigen, daK die Polydispersitat der eriialtenen Polysaccharide bei 
gleichbleibender Saccharosekonzentration und steigenden Dextrinkonzentrationen 
sinkt. In Anwesenheit von Fruktose wird ine weitere Abnahm d r Polydispersitat 
beobachtet. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Herstellung von a-1 ,4-Glucanketten enthaltenden 
Polysacchariden, dadurch gekennzeichnet, daB ein Glucosylgruppenakzeptor 
durch Umsetzung mit Saccharose in Gegenwart einer Amylosaccharase einer 
KettenveriSngeaingsreaktion unterworfen wird, wobei die Menge an 
Glucosylgaippenalczeptor im Reaktionsgemisch so gewahit 1st, dai^ das 
Molverhaltnis von zur Kettenverlangerung zur Verfugung stehenden Enden 
des Glucosylgruppenakzeptors zu Saccharose wenigstens 1 :1000 und/oder 
das Gewichtsverhaltnis von Glucosylgruppenakzeptor zu Saccharose 
wenigstens 1 : 50 betragt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , worin das Molverhaltnis von zur 
Kettenverlangemng zur Verfugung stehenden Enden des 
Glucosylgruppenakzeptors zu Saccharose wenigstens 5 : 1000, bevorzugt 
wenigstens 1 : 100, betragt. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dali 
dem Reaktionsgemisch Fnjctose zugesetzt wind. 

4. Verfohren zur Herstellung von a-1 ,4-Glucanketten enthaltenden 
Polysacchariden, dadurch gekennzeichnet, da& ein Glucosylgruppenakzeptor 
durch Umsetzung mit Saccharose in Gegenwart einer Amylosaccharase und 
unterZusatz von Fructose einer Kettenverlangerungsreaktton unterworfen 
wird. 

5. Verfohren nach einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Fructose dem Reaktionsgemisch in einer Konzentration von wenigstens 

1 0mM zugesetzt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dad 
die Fructose dem Reaktionsgemisch in einer Konzentration von wenigstens 
50mM und vorzugsweise von 100 bis 800mM zugesetzt wird. 
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7. Verfahnen nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzelchnet, daK 
als Amylosaccharase ein Amylosaccharase aus Bakterien der Gattung 
Neisseria eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach Anspaich 7, dadurch gekennzelchnet, dad als 
Amylosaccharase eine Amylosaccharase aus Bakterien der Spezies Neisseria 
polysaccharea eingesetzt wind. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8. dadurch gekennzeichnet, daK 
als Glucosylgruppenakzeptor Dextrine. Amylose, Amyiopektin oder Glykogen 
eingesetzt werden. 

1 0. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 9 zur Steuerung 
des Molekulargewichts bei der Hersteliung von Polysacchariden. 

11. a-1 ,4-Glucanketten enthaltende Polysaccharide, ertiaitiich durch ein 
Veifahren nach Irgendeinem der Anspriiche 1 bis 9. 

12. Venwendung von a-1 ,4-Glucanketten enthaltenden Polysacchariden nach 
Anspruch 11 als Tablettenfiilistoff. 
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